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鸡 Mx 蛋白基因诱变修饰及抗病活性 
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摘要：【目的】进一步研究鸡 Mx 蛋白第 631 位氨基酸的变异与鸡群抗病性的相关性。【方法】本实

验利用 PCR 突变技术将鸡 Mx 蛋白基因的全长 cDNA 第 2032 位的碱基由 G 突变为 A（既 631 位氨

基酸的改变），并将突变的 Mx基因插入真核表达载体 pcDNA3.0，重组表达载体转染 COS-Ⅰ细胞后，

进行 RT-PCR与间接免疫荧光（IFA）鉴定。【结果】对鸡 Mx蛋白基因的 cDNA进行 PCR诱变修饰

正确，构建了能够正确表达鸡 Mx蛋白的重组真核表达载体；诱变修饰重组 Mx蛋白对抗新城疫病毒

（NDV）感染分析结果显示，重组 Mx蛋白具有较强的抗新城疫病毒生物活性。【结论】为下一步研

究鸡 Mx蛋白的抗病机理与制备抗病转基因鸡奠定了坚实的基础。 

关键词：Mx蛋白；PCR突变；抗病毒活性；新城疫病毒 
中图分类号：S85    文献标识码：A   文章编号：0001-6209 (2008) 06-0785-05 
 
 

 Mx 蛋白在许多生物体内发现，是Ⅰ型干扰素诱
导的蛋白，属于大分子 GTP 酶动态蛋白家族，具有
广泛的抗 RNA病毒作用，如小鼠 Mx1蛋白证明能抑
制流感病毒、多里病毒、索戈托病毒的复制；小鼠

Mx2 蛋白能抑制棒状疱疹性口炎病毒的复制[1, 2]；人

MxA 蛋白能抑制麻疹副粘病毒、棒状疱疹性口炎病
毒、布尼亚病毒、白蛉病毒、汉坦病毒、3 型腺病毒
的复制[3,4]。 

目前关于禽类Mx蛋白的研究相对较少，1992年，
Bazzhiger等[5]首次发现了鸭的 Mx蛋白，随后鸡的Mx
蛋白基因也被克隆[6]，但未检测到鸭和鸡 Mx 蛋白的抗病
毒活性。Ko等[7] 2002年通过对不同品系鸡 Mx蛋白的
研究发现部分品系鸡 Mx蛋白具有抗病毒活性，并检
测到鸡的 Mx蛋白的抗病毒活性受 631 位氨基酸的影
响，当 631位氨基酸为天冬酰胺时有抗病毒活性，为
丝氨酸时则无抗病毒活性。但将鸡 Mx蛋白用于提高
鸡体免疫力转基因的研究还未见报道。本实验正是基

于上述思路，拟采用 PCR突变技术改造鸡 Mx蛋白第
631位氨基酸，旨在获得具有抗病毒活性的鸡Mx蛋白基
因，以便进一步研究鸡 Mx 蛋白抗病毒作用机理，并为
家禽的抗病育种提供新思路。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种、质粒、细胞株与病毒：DH5α大肠杆菌、

pcDNA3.0 质粒载体为本室保存；含有鸡 Mx 全基因
序列质粒 pMD19-T-Mx由作者自行构建[8]；COS-Ⅰ细
胞株为扬州大学兽医学院孙怀昌教授惠赠；NDV 强
毒株 F48E8为扬州大学兽医学院朱国强教授惠赠。 
1.1.2  主要试剂和仪器：高保真 Pfu DNA 聚合酶、
Taq DNA 聚合酶、NotⅠ、XbaⅠ限制性内切酶、T4
连接酶等购于深圳中晶生物技术有限公司；胶回收试剂

盒购于大连宝生物工程公司；梭华-Sofast®为厦门太阳马
生物工程有限公司产品；羊抗鼠 IgG-FIT 抗体为上海吉
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泰生物科技有限公司产品；所用鸡 Mx 蛋白多克隆抗体
由作者研制而成（效价为 1：800）；其余试剂均为上海
生工生物工程技术服务有限公司的分析纯级试剂。 
1.1.3  引物设计：全长Mx cDNA引物 P1、P2的设计参

照文献[7]，并在上下引物分别引入酶切位点NotⅠ、XbaⅠ；
突变引物 P3根据全长Mx cDNA的克隆测序的结果设计。
引物序列如下：上游引物 P1 ：5′- ATGCGGCCGCATAG- 
AGCAAGCCAGAAGAACAGC-AG-3′ bp 113−137，下
游引物 P2 ： 5′-GCTCTAGAGCTTTGACAAGGGTA-   
GGCATATCAG-3′ bp 2432−2408，突变引物 P3 ：5′- 
CACTGGAGCAAATAAACGCCTGAGCAATC-3 ′bp      
2021−2049。引物 P1、P2的下划线标出引入的酶切位

点，引物 P3的下划线标出基因突变的位置。 

1.2  PCR 诱变修饰全长 Mx cDNA 
PCR诱变参照文献[9]，第一轮 PCR扩增，以 P2 、

P3为引物，重组质粒 pMD19-T-Mx 为模板，PCR 产
物进行琼脂糖凝胶电泳分析后，切胶回收，命名为大

引物 P4。第二轮 PCR扩增的第一阶段以 P1和 P4为引

物，重组质粒 pMD19-T-Mx为模板，扩增全长突变终
产物；第二阶段以 P1、P2为引物，第一阶段 PCR 扩
增产物为模板，指数扩增全长突变终产物。 

突变产物切胶回收后与 pMD19-T Simple载体连
接，经 PCR 和 NotⅠ、XbaⅠ限制性内切酶双酶切鉴
定后，将含正确插入片段的重组质粒命名为

pMD19-T-MMx，同时送上海生工生物工程技术服务
有限公司进行序列测定。 

1.3  真核表达载体的构建 
将经测序证实突变阳性重组质粒 pMD19-T-MMx

用 NotⅠ、XbaⅠ进行双酶切，切胶回收 2.3 kb 左右
的目的片段，同时将 pcDNA3.0 质粒载体用 NotⅠ、
XbaⅠ双酶切并切胶回收。然后将目的片段与质粒连
接，转化，涂布在含终浓度为 2.5%的 Amp抗生素低
盐 LB平板上，37℃培养箱静置培养。随机挑取单菌
落，小量提取质粒 DNA进行 PCR，酶切和测序鉴定，
阳性重组质粒命名为 pcDNA3.0-MMx。 

1.4  脂质体法转染 COS-Ⅰ细胞 
细胞转染分为 2 组：实验组，用梭华-Sofast®试 

剂进行 pcDNA3.0-MMx 转染；对照组，转染空质粒
pcDNA3.0。 

于 6 孔板中加入对数生长期的 COS-Ⅰ细胞
2×105个，2 mL培养基（DMEM）含 10%的小牛血清，

培养至 90%细胞汇合。转染方法按梭华-Sofast®试剂
说明书，48 h后收集细胞进行检测。 

1.5  RT-PCR 检测转染 Mx 蛋白基因的表达 
提取转染后 COS-Ⅰ细胞总 RNA，并进行逆转录，

以 P1、P2为引物进行 PCR产物检测。 

1.6  间接免疫荧光检测转染 Mx 蛋白基因的表达 
转染 48 h后， 与对照组进行 10%的甲醛固定，

然后利用自制鸡 Mx蛋白多克隆抗体进行间接免疫荧

光检测其表达，具体方法步骤见参考文献[10]。 

1.7  新城疫病毒接种细胞及其 TCID50 测定 
6 孔培养板培养的鸡成纤维（CEF）细胞长至单

层时，弃去生长液，用 PBS洗 3次，以 1︰100倍稀

释的新城疫病毒尿囊液接种 CEF细胞，温育 30 min，

然后补加 1% FCS的培养基(DMEM)，37℃，5% CO2

培养箱中培养，待细胞完全产生病变后收获病毒，进

行 TCID50测定，具体方法步骤见参考文献[11]。 

1.8  抗新城疫病毒活性的检测 
pcDNA3.0-MMx质粒转染 COS-Ⅰ细胞 48 h后，

去培养上清，超声波裂解细胞，提取细胞裂解液，作

适当纯化处理后，将其作 2~256 倍倍比梯度稀释、

加至长满单层的 CEF细胞的 96孔板，37℃孵育 24 h，

弃上清，感染 100 TCID50的新城疫病毒，同时设立转

染空质粒细胞裂解液与不孵育处理 CEF 细胞为阴性

对照，未感染新城疫病毒的 CEF 细胞为阳性对照。

培养 2~3 d，观察 CEF细胞病变，以抑制 50%细胞病

变为标准。 

2  结果 

2.1  PCR 诱变修饰 
突变产物经克隆测序，结果在引入突变处产生了

预期突变, 该基因编码的第 631个丝氨酸（AGT）被
天冬酰胺（AAT）替换，其它处与原序列吻合良好(图
1)，表明诱变成功。 

2.2  真核表达载体的构建 
将阳性诱变重组质粒和表达质粒 pcDNA3.0 经

NotⅠ和 XbaⅠ双酶切后，连接，转化，抽提质粒 DNA。
以 NotⅠ和 XbaⅠ双酶切,得到与目的基因约 2.3 kb及
载体约 5.4 kb相同大小的 2个片段；XbaⅠ单酶切后，
得到大小约 7.8 kb 的片段,与预期结果相符，以该质
粒为模板，用引物 P1 和 P2 扩增出大小约为 2.3 kb
的特异性条带（图 2）。 
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图 1  部分测序结果 
Fig. 1  The part result of sequence. Arrow denotes the site-directed mutagenesis. 

 

 
 

图 2  重组质粒 pcDNA3.0-MMx 的酶切和 PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of recombinant plasmid pcDNA3.0-MMx With 
restriction enzyme digestion and PCR amplification. M. 1 Kb Marker; 2. 
PCR production; 3. XbaⅠproduction; 4. NotⅠ and XbaⅠproduction.  
 

2.3  RT-PCR 检测转染 Mx 蛋白基因的表达 
提取转染后 COS-Ⅰ细胞总 RNA，经 RT-PCR扩

增后，1%琼脂糖凝胶电泳检测分析结果：实验组出
现大小为约 2.3 kb的特异性条带，而实验对照组未出
现条带(图 3)，表明目的基因转染 COS-Ⅰ细胞后发生
基因转录。 

 
图 3  转染细胞的 RT-PCR 分析 
Fig. 3  Analysis of transfected cells by RT-PCR. M.1kb Marker; 
1. RT-PCR production of pcDNA3.0; 2. RT-PCR production of 
pcDNA3.0-MMx. 

2.4  间接免疫荧光检测转染 Mx 蛋白基因的表达 
间接免疫荧光检测发现，pcDNA3.0-MMx 转染

的 COS-Ⅰ细胞上可见明显荧光，细胞轮廓清晰，而
实验对照组的细胞上没看到明显荧光(图 4)，进一步
证明目的基因转染 COS-Ⅰ细胞后发生基因转录和翻
译，表达重组质粒 pcDNA3.0-MMx 成功表达 Mx   
蛋白。  

 

 
 
图 4  IFA 分析 Mx 基因在转染的 COS-Ⅰ细胞中的表达 
Fig. 4  Analysis of transient expression of Mx gene in trans-
fected COS-Ⅰcell by IFA. A: COS-Ⅰcell transfected with 
pcDNA3.0-MMx; B: COS-Ⅰcell transfected with pcDNA3.0. 

2.5  新城疫病毒 TCID50 测定 
新城疫病毒接种细胞，48 h发生明显的病变，收

集病毒，采用鸡胚成纤维细胞，在 96 孔细胞板上测

定病毒的滴度为 104.5 TCID50/0.1 mL。 

2.6  抗新城疫病毒试验 
攻毒 48 h后结果见表 1和图 5，可见 2~8倍稀释 

的重组鸡Mx蛋白尚可保护 CEF 细胞免受 100TCID50

感染，CEF细胞仍紧贴细胞瓶壁生长，纤维状形态；
未受保护的 CEF 细胞产生细胞病变，细胞出现变圆、
脱落死亡和形成合胞体，这表明重组 pcDNA3.0-MMx
质粒转染 COS-Ⅰ细胞产生的鸡 Mx 蛋白孵育 CEF 细
胞后有明显的抗新城疫病毒活性。                  
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表 1  鸡 Mx 蛋白抗 NDV 病毒结果 
Table 1  Anti-NDV activity of recombinant chicken Mx protein 

CPE50 
Group Challenged 

by NDV 1︰2 1︰4 1︰8 1︰16 1︰32 1︰64 1︰128 1︰256

chicken Mx protein 100TCID50 (48 h) − − − + + + + + 

Negative Control 100TCID50 (48 h) + + + + + + + + 

+: CPE50 positive; −: CPE50 negative. 
 

 
 
图 5  攻毒 48 h 后鸡胚成纤维细胞图 
Fig. 5  CEF attacked by 100 TCID50 NDV after 48 h. A: Anti-NDV 
CEF; B : Normal of CEF; C and D: CPE. 
 

3  讨论 

现有的研究发现鸡Mx蛋白的抗病毒活性与编码该
蛋白的第 631 位氨基酸相关，Ko 等[7]2002 年测定和分
析 25个鸡种的 Mx基因，发现鸡 Mx基因呈多态型，在
25个位点发生了碱基替换，其中 15个位置碱基替换引
起氨基酸的改变，接着体外试验发现当鸡Mx蛋白第 631
位的氨基酸为天冬酰胺 (Asn) 时，该 Mx蛋白具有抗流
感病毒和棒状疱疹性口炎病毒的活性，而第 631位氨基
酸由 Asn替换为丝氨酸 (Ser) 时则无抗病毒活性，其他
14 个位置氨基酸的多态性表现与抗病活性不相关。随
后，Ko等[12]2004年使用人工突变技术，使 Mx蛋白 631
位氨基酸 Ser (AGT) 与 Asn (AAT) 之间发生相互突变
试验，进一步确定 631位氨基酸对 Mx蛋白的抗病活性
功能是否起关键作用。本试验采用简便、高效的大引物

(megaprimer)PCR定点突变技术来修饰该序列，通过设
计 3 条引物和进行两轮 PCR 循环，成功地使该序列的

第 2032位的碱基由 G突变为 A。 
将突变的鸡 Mx 基因亚克隆到真核表达载体

pcDNA3.0的多克隆位点，经 PCR、酶切证实鸡 Mx基因
以正确的开放读码框架连接到真核表达载体 pcDNA3.0。
并用转染效率较高的脂质体法转染 COS-Ⅰ细胞，
RT-PCR和间接免疫荧光（IFA）检测表明，重组质粒
在 COS-Ⅰ细胞中成功表达，表达的蛋白具有正确的
免疫学活性。 

Mx 蛋白是Ⅰ型干扰素诱导的蛋白，具有广泛的

抗 RNA 病毒作用，在人、小鼠、大鼠、猪、牛等哺

乳类动物，还包括鱼类都发现了类似的 Mx蛋白，并

且都具有抗病毒活性，能抑制流感病毒、多里病毒、

索戈托病毒、麻疹副粘病毒、疱疹性口炎病毒等 RNA

病毒的复制。在禽类方面，Ko 等[8,12]2002 年，2004

年发现抗性鸡 Mx蛋白能够抑制流感病毒和疱疹性口

炎病毒两种病毒的感染；在国内，陈蕾等[13]2007 年

利用原核表达系统发现鸡 Mx蛋白能抑制鸡新城疫病

毒的感染。本试验在国内首次通过真核表达系统研究

鸡 Mx蛋白的抗病活性，通过转染 COS-Ⅰ细胞，提取

细胞表达蛋白后，微量细胞病变抑制法(CEF-DNV系统)

测定重组鸡 Mx蛋白抗病活性，结果重组鸡 Mx蛋白尚

可保护 CEF 细胞免受新城疫病感染。 

本研究正确克隆了鸡 Mx基因，并成功对该基因

进行 PCR诱变修饰及其构建了能够表达鸡Mx基因的

重组真核表达载体，进一步研究鸡 Mx 蛋白抗病毒活

性。实验结果表明我们已经获得具有抗病活性的重组鸡

Mx 蛋白基因，下一步我们将在抗病毒作用机理与制备

抗病转基因鸡做一些研究工作。 
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Mutagenesis modified of Mx Gene from chicken and 
Identification of its antiviral specificity   

Ligang Ni 1, Xiaowei Wu 1, XumeiCheng1, Hao Chen 2, Qiang Chen 1, 
Chengyi Song 1, Qi Xu 1, Bichun Li 1, 3*  

(1College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China） 

( 2Medical School of Suzhou University, Suzhou University, Suzhou 215000, China) 
(3Institute of Animal Husbandry and Veterinary, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 210014, China) 

Abstract: [Objective] To study whether the antiviral specificity of chicken Mx protein is determined by an amino acid 
substitution at position 631. [Methods] We used PCR site-directed mutagenesis technique by which a single amino acid 
was reciprocally substituted G with A at position 2032bp of chicken Mx cDNA. Sequence analysis confirmed successful 
mutation from G to A at 2032bp of chicken Mx cDNA. The fragments amplified by PCR containing the mutation site were 
subcloned into a enteukaryotic expression vector. Then the recombinant vector was transfected into COS-Ⅰcell, Mx gene 
and Mx protein in the transfected COS-Ⅰcell were detected by RT-PCR and indirect fluorescence assay. [Results] The results 
showed that COS-Ⅰcell transfected the recombinant plasmid could stably express the Mx protein. The antivirus assay showed that 
Mx protein had characteristics of resistance to infection of Newcastle Disease Virus. [Conclusion] This study may provide a basis 
of the virus-resistant mechanism of Mx protein and production of virus-resistant transgenic chicken. 
Keywords: Mx protein; PCR Mutagenesis; Virus-resistant activity; Newcastle Disease Virus 
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